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論文内容要旨
目的
 SSPEは,麻疹ウイルス又はその変異ウイルスによる遅発性ウイルス感染症で,患者血清中
 には高い値の麻疹抗体が存在する。最近,免疫沈降(IP)法を用い,患者血清中に,ウイルス
 粒子形成に必要な膜蛋白Mに対する抗体が選択的に欠けている事が報告されている。このことか
 ら,SSPEウイルス感染細胞にはM蛋白の合成がなく,粒子形成が不十分なためにウイルスが
 脳内に持続感染する,というSSPEの病因に拘わる説明がなされ,注目されている。一方,こ
 れに対する否定的な報告もあり,まだ一致した結論は得られていない。本研究の目的は,IP法
 における麻疹ウイルス構成蛋白の可溶化条件とProteinAの種類の違いが,血清中の各麻疹抗体
 検出結果を大きく左右し,上記の成績不一致の一因をなすことを示すとともに,信頼性のある抗
 M蛋白抗体検出法を見出し,その上で新たにSSPE患者の抗M蛋白抗体の有無を検討しなおす
 ことにある。
 可溶化液:
(1979)
(1978)
(1981)
Wechsler
(1979)
Norrby
(1981)
Rozenblatt
(1979)
Johnson
(1981)
Stephenson
(1979)
Birrer
(1981)
①Saleh
②Lamb
③Machamer
④
⑤
⑥
⑦
⑧
⑨
方法
 下記の①～⑩の報告に基づいて組成の異なる可溶化液を作製した。
0.5%Triton-100(TX)
0.5%DOC(pH8.0)
1%TX,1%DOC,0.1%SDS
PMSF,Trasylo1(pH7.4)
 1劣TX,0.05MEDTA
PMSF(pH7.2)
1%TX,1%DOC,1%SDS
(pH7.2)
 1%TX,1彩DOC,0.5%SDS
PMSF,Trasylo1(pH7.4)
0.5%NP-40
0.15mMMgC12(pH7.4)
1%TX,1%DOC,0.1%SDS
TLCK(pH7.4)
1%NP-40,1mMEDTA
PMSF,Trasylo1(pH7.4)
0.5%NP-40,0.5%DOC
 O.3彩SDS(pH74)
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⑩Portner1%NP-40,0.5%DOC
 (1981)0、05彩SDS,1mMEDTA(pH8.0)
 抗体:麻疹ウイルス(Edmonston株)免疫ウサギ血清。抗H・抗NP・抗M特異ウサギ抗体。
 正常人(自然麻疹経験者)およびSSPE患者血清。
 ProteinAlホルマリ芝固定黄色ブドウ球菌Cowan1株菌体(SaC),又は精製ProteinA結合
 SepharoseCL-4B(P-S)。
 IP法:35〔S〕メチオニン標識麻疹ウイルス感染Vero細胞を各可溶化液で溶解後,上清に抗
 血清を加え,沈降物をProteinAで沈殿させた。これらの各段階の画分について,SDS一ゲル
 電気泳動を行い,ウイルス蛋白に相当するバンドの放射活性を測定し,各ウイルス蛋白の回収率
 を算出した。
 結果と結論
 L可溶化液の違いによって,各ウイルス蛋白の可溶化上清への回収率に差が認められた。
 2.各ウィルス蛋白特異抗体を用いてIPを行ったところ,すべての可溶化液上清中で,M蛋白
 は他の抗原と結合することなく遊離した状態で存在していた。
 3.ProteinAとして,Sacを用いると,②④⑤以外で,ウイルス蛋白や細胞蛋白の非持異的沈
 降が認められたが,これはP-Sを用いることにより,最小限に抑えることができた。
 4.免疫ウサギ血清・正常人血清でIPを行うと,可溶化液の違いにより,各抗原の沈降の割合
 に大きな差が認められた。
 5.抗原の可溶化率が良い可溶化液程,沈降率は悪く(②,⑤),逆に可溶化率の悪い溶液程,
 沈降率が良い(③,⑥,⑦,⑩)傾向が認められた。
 6.蛋白分解酵素阻害剤の種類が違うだけでも(②と⑦),抗原の可溶化率・沈降率に差が認め
 られた。
 7.SSPE患者血清でIPを行うと,可溶化液の違いによって,M蛋白が明らかに沈降するも
 の(①,②,③,⑥)から全く沈降しないもの(④,⑤,⑨)に至るまで,幅広い差が認めら
 れた。即ち,可溶化液の違いによって抗M抗体の存否について全く異なる結果が出た。
 以上の研究から,IP法では,可溶化液の組成およびProteinAの種類の違いにより,ウィルス
 抗原の沈降結果に大きな差が生ずる事から明らかになった。従って,SSPE患者の抗M蛋白抗
 体を体を検索する際には,可溶化液及びProteinAの選択に十分な注意が必要である。
 現在のところ,①液とP-Sの組み合わせが最も信頼できる方法と考えられる。この方法を用
 いることにより,6例中6例の正常人血清と1例中1例のSSPE患者血清中に,抗M蛋白抗体が
 認められている。
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 審査結果の要旨
 SubacuteSclerosingPanencephalitis(SSPE)の患者血清は,麻疹抗体価が高い。最近,
 免疫沈降法(IP法)により,患者血清には膜蛋白M・に対する抗体が選択的に欠如しているとい
 う報告もあり,SSPE発症の機序を説明する鍵として注目されているが,否定的な報告もあっ
 て,未だ一致した結論は得られていない。
 論文の筆者は,それぞれの研究者の成績が一致していないのは,ウイルス可溶化の条件が異っ
 ているためではないかと考え,信頼度の高い血清中の各麻疹抗体検出法を検討した。その結果,
 IP法においては,可溶化液およびProteinAの精製度の違いにより,各抗体の検出成績に大き
 な差が生じることが明らかとなり,現在繁用されている抗M抗体の検出法の中では,Salehの方
 法の信頼度が最も高いと結論された。
 これ等の成績をふまえて,SSPE患者血清中の抗M抗体の検出を試みたところ,患者血清中
 にも明らかに抗M抗体を証明することが出来た。従って,この実験結果は「SSPEウイルスはM
 蛋白を欠くが故に脳内に持続感染する」という病因論を支持しない。
 この実験は,Saleh,Lamb,Machamerら,現在一般に知られている10人の手法を丹念に比
 較し検討することから始められた。論文には,実験の目的が明確に示されて居り,実験のプロト
 コールについても必要かつ充分な記載がなされている。実験成績の表示および図示も適切で,考
 察にあたっての文献考証にも問題はない。研究目的の性質上,この論文はやや方法論に重きを置
 いたものとなっているが,実験の結果選び出した至適条件による検索(Salerの方法)によって
 SSPE患者血清中に抗M抗体を証明し得たことの臨床的な意義は極めて高いものと思われる。
 よって、この論文は学位論文に価いするものと評価した。
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